再生障碍性贫血（AA）的发病机制涉及免疫紊乱、造血干/祖细胞（HSPC）受累和异常的造血微环境，其中最主要的机制是T细胞免疫亢进损伤自身HSPC，从而使正常造血衰竭。本文将其最新进展综述如下。

一、免疫异常

AA由免疫介导最直接的证据是强化免疫抑制治疗（IST）后血细胞计数的恢复。

1．T淋巴细胞：

大量证据表明AA患者HSC的损伤来自于T细胞。AA患者CD4^+^/CD8^+^细胞比值减低，Th1和Th17细胞增加及调节性T细胞（Treg）减少[@b1]。

（1）CD8^+^ T细胞：CD8^+^ T细胞在AA发病机制中的关键作用得到了各种临床和实验证据的支持。来自AA患者骨髓和外周血的淋巴细胞能够在体外抑制造血。活化的循环CD8^+^ T细胞被鉴定为抑制AA患者造血功能的淋巴细胞亚群。未经治疗的AA患者CD8^+^ T细胞的体外共培养增强了来自正常个体的CD3^−^骨髓细胞的凋亡，并抑制CD34^+^细胞的集落形成。AA患者体内扩增的T细胞诱导自身HSPC死亡。CD8^+^细胞诱导75%的自体骨髓单核细胞死亡，CD8^+^ T细胞克隆以HLA-DRB1限制性方式发挥对自体CD34^+^细胞的细胞毒性[@b2]--[@b3]。

通过TCR V-β流式细胞术、互补决定区3（CDR3）特异性扩增和测序以及光谱分型检测TCR CDR3大小的偏斜，对TCR库系统分析，AA患者T细胞检测到分子克隆和克隆扩增。在AA中检测到具有高度限制性TCR多样性的CD8细胞毒性T细胞（CTL）（寡克隆T细胞）[@b4]。我们发现重型AA（SAA）患者CD8^+^ HLA-DR^+^ T细胞中穿孔素、颗粒酶B、TNF-β和FasL的表达增加。SAA患者的CD8^+^HLA-DR^+^ T细胞共培养后，来自正常个体的CD3^−^骨髓细胞的凋亡增强[@b5]。CD8^+^ T细胞的异常组蛋白H3乙酰化量明显升高，与AA病情相关[@b6]。

肿瘤坏死因子相关凋亡诱导配体（TRAIL）是TNF家族的成员，可诱导细胞凋亡。我们发现，SAA患者TRAIL和TRAIL-R2的表达显著降低。CTL中TRAIL的表达与穿孔素和颗粒酶B的表达呈负相关，与SAA患者CTL凋亡也呈负相关。TRAIL途径是SAA患者异常CTL活化的原因[@b7]。

（2）CD4^+^ T细胞、Th17细胞：Th1和Th17细胞增加与Treg的降低之间的广泛失衡是AA患者的普遍特征[@b1]。Giannakoulas等[@b8]报道，未治疗或难治的AA患者产生IFN-γ和IL-2的Th1细胞的比例显著较高，而Th2细胞与对照组无明显差异。缓解期患者Th1细胞比例增加，Th2细胞平行上升，IFN-γ/IL-4比例正常。谱型分析和高通量测序表明，AA患者中的Th1细胞类似于CD8^+^ T细胞，克隆能力受到限制。这表明Th1细胞受抗原驱动扩增。功能上，这些占主导地位的CD4^+^ T细胞克隆分泌IFN-γ和TNF-α，能够裂解自体CD34^+^细胞并抑制其造血集落形成。AA患者骨髓和外周血中Th17细胞增加，同时Th17细胞的数量多少与疾病活动度相关，Th17细胞群也与Treg群呈负相关。大多数AA患者的血浆中IL-17没有升高，SAA患者血浆中几乎检测不到IL-17。在免疫介导的骨髓衰竭的小鼠模型中[@b4]，使用抗IL-17抗体早期，耗尽Th17细胞，增加了Treg的数量，降低了IFN-γ水平并降低了骨髓衰竭的严重程度，表明Th17可能在AA的早期发展阶段起作用。总的来说，Th1和Th17细胞的增加可能是AA的发病机制，特别是SAA。Th1细胞的扩增很可能是抗原驱动的，Th17细胞可直接或间接调节Th1细胞。

（3）Treg：AA患者活化和静息Treg数量均减少，分泌细胞因子的非Treg增加。AA患者中的Treg功能受损，不能抑制正常效应T细胞[@b4]。AA中Treg数量的减少与疾病严重程度相关，相反Treg数量增加预示对IST有更好的反应。SAA患者中CD4^+^CD25^+^CD127^dim^ Treg的减少可能导致T淋巴细胞的过度功能，从而导致SAA中的造血功能衰竭。

我们发现SAA的Treg和CTLA-4的表达显著低于正常对照组。SAA中穿孔素的表达显著高于对照组，而Treg中CD39、CD73和GITR的表达未显示两组之间有明显差异。这些数据显示CTLA-4可能是SAA中Treg异常的原因。

（4）记忆T细胞：我们研究了IST前后SAA患者记忆T细胞的数量和功能。结果显示，SAA患者外周血和骨髓淋巴细胞中CD4^+^效应T细胞的百分比降低。SAA患者中CD4^+^与CD8^+^记忆T细胞亚群（CD4^+^/CD8^+^ TM）的比例也较低。在新诊断的患者中，骨髓淋巴细胞中外周血和CD8^+^中枢记忆T细胞中CD8^+^效应T细胞的百分比显著较高。此外，与正常对照组相比，SAA患者记忆T细胞中穿孔素和颗粒酶B的中位表达更高。在IST之后，记忆T细胞的数量和功能恢复到正常水平。

2．其他免疫细胞：

（1）骨髓树突状细胞（DC）：与健康对照组相比，AA患者的循环DC，特别是髓系DC（mDC）增加，而非浆细胞样树突状细胞（pDC），mDC/pDC的比例相应增加[@b10]--[@b11]。共刺激分子CD86在这些患者的mDC上高表达。SAA患者的骨髓中未成熟和活化的mDC均增加。mDC活化需要高水平的PKM2水平[@b12]。

骨髓mDC的失衡促进Th0细胞向Th1细胞的转化。mDC分泌IL-12、IL-12是Th0细胞转化为Th1细胞的主要刺激物，因此推断AA的发病机制与未知抗原导致的mDC的数量增加和功能增强有关。受刺激的mDC导致Th1细胞和细胞毒性T淋巴细胞的功能亢进，从而最终导致造血细胞的凋亡。活化mDC和T细胞的抗原尚不清楚。我们通过对AA患者mDC的蛋白质组学研究，发现PKM2、cofflin蛋白和G-6-PD可能是mDC功能亢进的原因[@b9]。

（2）NK细胞：AA患者中NK细胞和细胞活性受损，在IST后NK细胞毒性基本恢复[@b13]。NK细胞活性的受损可能继发于内源性穿孔素基因突变或自身粒细胞抑制[@b14]。在一项关于AA患者的研究，NK细胞数量及活性与疾病严重程度不一致，目前不清楚NK细胞缺乏是骨髓衰竭的原因还是结果[@b3],[@b15]。

应激诱导的NKG2D配体的异常表达，例如ULBP1、ULBP2和ULBP3与AA相关[@b16]。体外研究显示，具有异常NKG2D配体表达的AA HPC容易被携带NKG2D的自身淋巴细胞损伤，这些细胞包括NK、CD8^+^αβT、γδT细胞和一小部分CD4^+^ T细胞[@b12]。总之，这些研究发现表明NKG2D介导的免疫驱动NK、NKT和T细胞活化，至少部分会涉及AA的发病机制[@b3]。

我们发现AA患者总NK细胞的减少和NKp46/NCR1的高表达可能是SAA患者免疫系统功能亢进的原因[@b17]。SAA未治疗的患者与正常对照相比，NK细胞和CD56^dim^ NK亚群的TIM-3表达较低，并且与SAA的全血细胞减少的严重程度相关。免疫抑制治疗（IST）后，TIM-3表达恢复到正常水平。此外，IST后SAA缓解患者NK细胞中TIM-3 mRNA水平显著增加。NK细胞TIM-3的低表达可能导致NK细胞功能障碍，并参与SAA的骨髓衰竭[@b18]。

3．细胞因子：

（1）IFN-γ和TNF-α：AA患者血清和骨髓中IFN-γ和TNF-α水平升高[@b2]。IFN-γ可直接或间接作用于HSC：一旦与IFN-γ受体结合，IFN-γ就会调节STAT和SOCS2通路，从而影响干细胞的增殖和存活。此外，IFN-γ上调FAS表达，从而使细胞更容易发生凋亡。最近的数据表明[@b1]，IFN-γ可能与TPO形成异二聚体从而损害HSC，从而导致TPO-cMPL信号传导受损。间接地，IFN-γ作用于表达IFN-γ受体的巨噬细胞和基质细胞，影响HSC静止并对HPC产生影响。IFN-γ基因中的多态性位点可能增加对AA的易感性及其严重性，并可能影响对IST的反应。AA患者产生TNF-α的淋巴细胞增加，并且TNF-α的水平与IST相关。这些细胞因子在AA中增加表明炎症过程正在进行中[@b1]。

IFNG可以由CD4^+^ T细胞，CD8^+^ T细胞和NKT细胞产生，所有这些细胞在AA患者中都增加。NKT或NKT样细胞（大颗粒淋巴细胞，LGL）的紊乱与单个或多个血细胞减少症相关。LGL分泌可溶性Fas受体，其在AA患者的血清中升高。此外，Fas受体在AA患者的CD34^+^细胞中过表达，与HSC细胞凋亡的易感性一致。骨髓中局部增加的IFN-γ和增加的细胞凋亡易感性的组合可能对HSC造成损伤，从而产生AA的临床表现。

（2）IL-18：在AA患者的血清中IL-18蛋白水平显著升高，并且在治疗后降低[@b19]。IL-18在T和NK细胞中被鉴定为IFN-γ诱导因子[@b19]。IL-18活化和诱导IFN-γ产生和其他1型细胞因子对病原体产物的反应，从而促进Th1极化和Th1极化[@b20]--[@b21]。IL-18是AA发病的标志物。高水平的IL-18更可能反映异常的免疫应答和IFN-γ信号传导。然而，小鼠模型中观察到IL-18缺乏并未改善骨髓衰竭，因此高水平的IL-18可能在AA中调节免疫应答或造血中不起主要作用[@b13]。

（3）T-bet蛋白：与健康对照组相比，AA患者的T-bet蛋白水平升高[@b22]。AA中IFN-γ产生增加是由增加的T-bet蛋白与IFN-γ启动子近端位点结合从而介导IFN-γ基因转录。这些效应与Itk和PKC-θ的T-bet的激活有关。如果PKC-θ被阻断，T-bet蛋白水平和细胞内IFN-γ水平恢复正常。

（4）TGF-β1：TGF-β1的基因型，特别是509 TT基因型，在AA患者中增加[@b23]。Rizzo等[@b3]研究表明，AA患者血清和骨髓基质细胞培养物中TGF-β1水平较低。TGF-β1有其多态性，例如-590C/T rs1800469以及P10L C/T rs1800470，虽然对AA的易感性没有作用，但是可能对IST的反应有关。

（5）转化生长分化因子-15（GDF-15）：GDF-15在红细胞生成和铁调节中起重要作用。我们发现AA患者GDF15水平升高[@b24]。

二、干细胞异常

部分AA的患者存在HSPC的内在异常[@b2]。目前对于伴有HSC质异常的AA是否与单纯量异常的AA是否是一种疾病还存在争议。

干细胞至少以3种不同方式受损[@b1]：被杀死、被抑制或被诱导，进行对称而非不对称分裂：如果两个子细胞分化，HSC池将被耗尽。目前我们不知道这些机制中的哪一个在AA中占主导地位。

AA患者HSC受损是内源性的还是外源性的？鉴于几种基因的突变可以引起遗传性AA，似乎获得性AA总可能是遗传性AA。同一基因中的一个突变可能导致遗传的AA，其他突变或者其他基因突变，可能会使HSC更容易发展为后天AA。尽管骨髓基质在AA发病机制具有一定作用，如间充质干细胞的生理免疫调节活性可能在AA中受损，但AA患者可以在同种异基因移植后恢复，同时保留他们自己的骨髓基质；来自AA骨髓的基质细胞可形成功能性HSC龛位。有大量证据表明AA HSC受损核心问题出在HSC本身。来自AA患者的CD34^+^细胞的转录组分析显示，细胞因子/趋化因子信号传导，应激反应和防御/免疫应答有关的基因表达增加，而细胞周期进展增强基因的表达降低。

AA患者HSC受损是可逆还是不可逆的？临床经验表明，AA患者可以在没有移植的情况下从AA中恢复，即没有供应同种异体HSC：至少在这些情况下，要么并非所有HSC都被杀死，要么损伤是可逆的。

1．克隆性造血：突变克隆不一定是恶性的。在AA中，缺乏GPI锚链蛋白或缺乏HLA表达的粒细胞良性克隆群体是常见的。健康人具有微小数量PIGA突变的白细胞，并且染色体克隆嵌合体存在于许多正常组织中。AA的克隆性进展是骨髓增生异常综合征（MDS）或急性髓性白血病（AML）的发展，通常以非整倍性为特征，尤其是染色体7的全部或部分丢失[@b25]。

通过新一代测序，在具有特定基因突变的白细胞中检测到克隆性。在大多数靶向基因组研究中，在约50个"候选"基因（MDS和AML常见突变基因）中检测突变。这些突变是获得性的，不是遗传性的，存在于HSC及其后代中[@b26]。这种克隆存在于约三分之一的AA患者中，但与MDS和AML相比是数量少。含有突变的这些基因可以在多年的时间内保持稳定[@b27]，并且突变的克隆很少会推动进展为癌[@b28]--[@b29]。

2．AA/阵发性睡眠性血红蛋白尿症（PNH）：PNH是一种骨髓衰竭综合征，这些患者具有来自携带PIGA基因中的体细胞突变的HSPC的细胞克隆扩增[@b1]。获得性AA很少见，PNH则更为罕见。虽然AA和PNH存在明显的不同，但在二者在许多患者中存在重叠，并且鉴于这两种疾病的罕见性这不是巧合。PNH和AA之间的第一个联系是临床现象可能会随着时间的推移从一个转移到另一个。后来，AA患者的PNH发展被认为是IST的"并发症"：更可能的是，IST使得AA患者存活并自行发展PNH[@b1]。另一个有趣的联系是发现对补体具有高度敏感性的红细胞，在AA患者中并不罕见[@b1]。现在已知在PIGA中的体细胞突变与骨髓造血衰竭（BMF）共存：事实上，PNH的发展是因为PIGA突变干细胞能够逃脱PIGA正常干细胞所受的损害。根据这一观点，在正常受试者中发现了GPI缺陷型PIGA突变粒细胞：它们可能来自突变HSC或来自HSC下游的HPC。基于国际登记处的大型数据集，大约一半的PNH患者先前有AA病史。PNH与AA如此不同，以至于它必须在临床病理学中保持其独特的地位：但从发病机理的角度来看，大多数PNH患者是AA患者的一个子集[@b1]

3．6pLOH：已经在11%\~13%的AA患者中发现获得性杂合性缺失，通常涉及6p基因座，是在AA中检测到的第二最常见的突变。获得性6pLOH是AA的特征和相对特异性，因为它在一般人群中极为罕见（患病率约为0.09%）。6pLOH涉及HLA基因座，导致一种HLA单倍型的表达丧失。缺失的HLA等位基因偏向于特定等位基因，包括HLA-A\*02:01，A\*02:06，A\*31:01和B\*40:02。假设是自身抗原通过这些Ⅰ类HLA表达，并且HSPC通过6pLOH表达这种HLA的表达可能会逃避免疫攻击。因此，具有PIGA和6pLOH的克隆将AA中的克隆性与健康HSPC的自身定向细胞毒性T细胞破坏模型联系[@b2]。

美国的一项研究报道了3例6pLOH的病例[@b23]。13%的AA病例中证实了6pLOH（+）成分的存在，后续研究的证据表明HLA基因是AA中6pLOH的遗传靶标。首先，HLA基因座通常涉及AA中发现的所有6pLOH。其次，一些AA患者携带具有不同断点的多个6pLOH（+）亚克隆，但在所有情况下，6pLOH参与HLA基因座并且以靶向相同亲本HLA等位基因的方式发生。此外，特定的Ⅰ类HLA等位基因在6pLOH（+）病例中过量表达，并且在缺失的单倍型中始终存在。最后，6pLOH中缺失的HLA等位基因对特定HLA类型的显著偏倚以及AA与那些HLA类型的显著关联，强烈表明AA中重现的6pLOH是与AA的发病机制紧密相关的现象，而不是在该过程中的继发事件。基于这些观察结果，有充分的理由认为，在6pLOH（+）AA病例中，HSPC的自身免疫是由靶向通过特定Ⅰ类HLA分子呈递的抗原的CTL介导的，并且在AA中发现6pLOH（+）细胞。

4．端粒异常：大约三分之一的AA患者的白细胞中端粒明显缩短。端粒复合物（TERT或TERC）突变的患者染色体端对端融合和非整倍性增加，表明端粒酶在预防MDS和白血病方面发挥重要作用[@b2]。端粒酶复合物基因TERC、TERT的突变导致端粒长度维持缺陷，导致造血细胞存活和增殖能力不足，最终导致HSC库减少[@b31]--[@b33]。端粒稳定性与AA有关。端粒缩短导致细胞增殖停滞和最终细胞凋亡[@b35]。我们研究表明，SAA患者的端粒缩短并且POT1表达降低。SAA患者中高浓度的TNF-α和IFN-γ，可能是通过POT1和ATR引发细胞凋亡[@b34]。端粒长度缩短或侵蚀程度与AA的严重程度、复发风险、总体存活率和克隆进化风险（通过获得新的细胞遗传学异常）与MDS等病症相关[@b36]。

5．AA/MDS/AML：AA、PNH、MDS存在联系[@b2]。大约10%的AA患者会发生MDS或AML，25%\~64%的AA患者会发生PNH[@b37]--[@b38]。MDS和PNH之间的骨髓形态有广泛的重叠。MDS中存在BMF并不是一个新概念。AA和低增生MDS之间的鉴别诊断很难。如果在早期检查骨髓，则诊断为AA；如果出现某些克隆的情况下进行检查，诊断将是MDS[@b1]。

Yoshizato等[@b1]全基因测序表明，三分之一的AA患者可以发现典型的髓系白血病突变。DNMT3A和ASXL1突变在AA和MDS是常见的。这些突变的存在会导致更快地进展为MDS/AML，更短的总体存活率和对IST的反应差。PIGA和BCOR/BCORL1突变在MDS和AML中少见，并且克隆大小趋于保持稳定或随时间降低。与DNMT3A和ASXL2相比，这些"有利突变"与死亡率降低相关。体细胞DNMT3A和ASXL1也存在于健康的老年人群中，被认为是具有不确定潜能的克隆性造血。这些发现提出了连接MDS和AA的第二个理论模型：控制这些异常克隆的免疫监视可能导致HSPC的"旁观者"破坏。通过IST，去除了对恶性克隆的抑制，克隆可能最终导致MDS/AML[@b1]。这说明这部分AA早期就存在恶性克隆，骨髓衰竭是在此基础上的继发改变，与我们通常所定义的AA不是同一种疾病。

三、造血微环境异常

1．造血龛：骨髓壁龛是骨髓中解剖学上不同的空间，提供维持和支持HSC的信号。成骨细胞生态位由静息HSC附近的成骨细胞组成的。小鼠成骨细胞的破坏导致HSC数量减少和造血功能受损。AA患者的骨髓样本（骨内膜、血管和血管周围细胞）的数量是减少的，表明AA患者可能对这些龛位造成损害[@b2]。

2．造血生长因子：TPO和TPO信号转导在血细胞生成中发挥重要作用，特别是对于HSC稳态、增殖和存活[@b39]。缺乏c-mpl基因（其编码TPO受体）的敲除小鼠模型HSC显著缺陷，表明TPO是HSC稳态的组成部分，IST后TPO水平下降。IFN-γ与TPO形成异二聚体从而损害HSC，从而导致TPO-cMPL信号传导受损。

四、小结

获得性AA是一种自身免疫性疾病，它的发病机制主要围绕免疫异常、干细胞异常和造血微环境异常这三个方面，特别是T淋巴细胞的数量和结构异常，以及其亚群和所分泌的细胞因子的异常。除此之外，端粒异常、造血微环境异常以及各种免疫细胞等对于AA的影响尚不完全明确，应该加强对AA机制的进一步研究，从而为指导临床治疗提供有效依据。
